抗菌ぺプチドDrosomycin遺伝子群におけるコピー数変異生成メカニズムの解明 by 市川 里紗
  




抗菌ペプチド Drosomycin 遺伝子群における 
コピー数変異生成メカニズムの解明 
 













理工学研究科  生命科学専攻  
学修番号 14881305 


















lutescens）を材料として用いた。先行研究から D. lutescensは Dro2-5領域に 3
コピーの Dro3（Dro3-1、Dro3-2、Dro3-3）、Dro4および Dro5が存在している
ことがわかっている。D. lutescens 10 系統の Dro2-5 領域の配列を決定した結
果、種内に配列長の異なる 3 種類の配列型（標準型、短型、長型）が見つかっ
た。Dot plot 法により標準型と他の 2 種類の配列型の塩基配列を比較したとこ

























Antimicrobial  peptides (AMPs) are major innate immune 
mechanisms in insects.  Among seven AMPs known to be in 
Drosophila melanogaster,  drosomycin is recognized as a major 
AMP encoded by seven genes (Drs,  Dro2, Dro3, Dro4, Dro5, Dro6 
and Drs-l ) .  Previous studies showed that there are  different 
expression patterns between the seven drosomycin genes.  
Previous studies have shown that there are copy number 
variations in Dro2, Dro3, Dro4 and Dro5 among several  species 
closely related to D. melanogaster.  These variations are 
expected to have evolved in a short evolutionary time by 
repeated gene duplications  and deletions.  
   In this study, therefore,  to infer the mechanisms of the 
frequent gene duplications  and deletions,  I compared the 
nucleotide sequences within a species using sixteen strains of D.  
lutescens because this species has a relatively large number of 
drosomycin gene copies.  Previous studies showed that D. 
lutescens has three copies of Dro3 (Dro3-1,  Dro3-2 and Dro3-3),  
in a genome region containing Dro2, Dro3, Dro4 and Dro5, 
named ‘Dro2-5 region ’ in this study. Determining ten nucleotide 
sequences of Dro2-5 region from D. lutescens,  I  found 3 
different types of sequence length variants (standard, short and 
long alleles).  Comparing the long and short allele nucleotide 
  
sequences to the standard allele by the dot plot analysis,  I  found 
that the long allele has an insertion of 810 bp upstream Dro3-1 
and short allele has and deletion of 711 bp including the entire 
coding region of Dro3-1.  These results suggested variabil ity of 
copy number of Dro3 within species  as well  as between species .  
In addition, comparing amino acid sequences within D. 
lutescens,  it  is suggested that Dro3-1,  Dro3-3,  Dro4 and Dro5 
are functionally conserved within species but Dro3-2 lost its 
function in two l ines due to disruptions of  three disul fide bonds 
required for the function of drosomycin.  This suggests 
variabil ity of Dro3 function within species.  Furthermore,  I 
found that there are more insertions and deletions in upstream 
Dro3-1 and intergenic regions between Dro3-3 and Dro4, 
whereas there are less insertions and deletions upstream 
Dro3-2 and upstream Dro3-3,  suggesting conservation necessary 
for the regulation of gene expression. Dro3-2 and Dro3-3 
possibly have more important role than Dro3-1.  Comparing the 
sequences surrounding insertions and deletions ,  I  found that 
more insertions and deletions have occurred between T and C 
(or G and A on the opposite strand).  I  also found that insertions 
and deletions of 10 bp or longer tend to have occurred in  low 
G+C content regions,  suggesting that the G+C content has an 
effect on the generation of insertion and deletion. It  is 
suggested that some insertion and deletion  event has a target 
  
sequence.  Therefore,  I  further searched in Dro2-5 region of the 
nine species of the D.  melanogaster subgroup for the fragments 
of transposable elements (TE),  which often contain repetitive 
sequences responsible for insertions and deletions .  As the 
result,  I  found that species having many copies of drosomycin 
gene tend to have many TE fragments,  suggesting that the TE 
fragments may have an effect to generate the copy number 
variations. 
  

































カビなどの微生物の感染に応答していることが知られている（Cerenius et al. 
2008, Hetru and Hoffmann. 2009, Schmid MR et al. 2014）。自然免疫機構のひ
とつである抗菌ペプチドは、一般的に数十アミノ酸からなる分子量 1万未満の
高分子化合物で、ショウジョウバエの生体防御機構において重要な役割を担っ
ていることが知られている （Lemaitre and Hoffmann 2007 for review）。






る（Lemaitre and Hoffmann 2007 for review）。 
D. melanogaster では、drosomycinをコードする 7遺伝子（以下 drosomycin
遺伝子群）は全て第 3染色体上に存在する。その中で Dro2、Dro3、Dro4、Dro5
の 4遺伝子は 3 kb以内に局在している。そして、Dro5の下流約 18kbの位置に
Dro-lと Dro6があり、さらに下流約 33 kbの位置に Drsが存在している。それ
ぞれの遺伝子のコード領域は 210 bp から 219 bp である。また、Dro-l、Dro6
は転写方向が他の遺伝子と異なる（Yang et al. 2006、図 1）。このように、







合 2012 修士論文、図 2）。このことは、キイロショウジョウバエ種群の進化過
程で、何回もの遺伝子重複や欠失があったことを示唆する。中でも Dro3はコピ
ー数の多様性が drosomycin遺伝子の中でも特に大きく、遺伝子重複の頻度は全



























天末 0.9 %、コーンミール 9 %、グルコース 10 %、乾燥酵母 2 %、プロピオン















DNA抽出には Boom et al. （1990）に基づくシリカゲルによる方法を用いた。
1.5mlチューブの中に Binding Buffer（5M Guanidine Thiocyanate; 100 mM 




リカゲルと塩酸は等量） 10 μlの入った 1.5 mlのチューブに回収し、ボルテッ
クスで混合後、1分毎にボルテックスしながら常温で 5分間静置した。そして 1
分間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）後、上清をアスピレーターで除去し、DNA
が吸着したシリカゲルの沈殿を回収した。シリカゲルの沈殿に Binding Buffer 
400 μlを加え、よく混合し、1分間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）、上清をア
スピレーターで除去した。次に Guanidine Thicyanate の洗浄除去のため、Wash 
Buffer（10 mM Tris-HCl pH 7.5; 100mM NaCl:Ethanol=1:4） 500 μlを加え、
よく混合し、30秒間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）、上清をアスピレーターで
除去した。この操作をもう一度繰り返した後、沈殿が半乾き程度になるよう風
乾して残留 Ethanol を除去した。この沈殿に TE（10 mM Tris-HCl pH 8.0; 0.1 
mM EDTA） 50 μlを加え、よく混合し、70 ℃で 5分間インキュベートした後、
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1st PCR 
先行研究（落合 2012）より、D. melanogasterにおいて Dro2-5領域の約 1 kb





領域の PCR増幅を行った。具体的にはゲノム DNA溶液 1 μl（成虫 1/50個体
分）を PCR反応液 19 μl（LA taq 0.2 μl、10× LA PCR Buffer 2 μl、25 mM 
MgCl2 2 μl、2.5 mM dNTP Mix 3.2 μl、10 μM ZnT63C-8336F プライマー 0.4 
μl、10 μM CG12077-979Fプライマー 0.4 μl 、DW 10.8 μl）に加え、サーマ
ルサイクラーで下記の反応条件でPCRを行った。反応条件は94 ℃1分間の後、





D. lutescensの Dro2-5領域は長く収量が悪く、1st PCRでは非特異的増幅産
物も見られた。そこで Dro2-5領域を Dro2-5-1と Dro2-5-2の 2領域に分け、そ
れぞれの領域を、1st PCR産物を鋳型として PCR増幅した。具体的には、鋳型
DNA溶液 1 μlを PCR反応液 19 μl（LA taq 0.2 μl、10×LA PCR Buffer 2 μl、
25 mM MgCl2 2 μl、2.5 mM dNTP Mix 3.2 μl、10 μM Fプライマー 0.4 μl、
10 μM Rプライマー 0.4 μl 、DW 10.8 μl）に加え、PCRを行った。反応条件
は 94 ℃1分間の後、98 ℃10秒間、68 ℃4分 30秒間を 1サイクルとし、これ
- 7 - 
 







2nd PCR産物を鋳型として 3rd PCRを行い、多数の短い領域に分けることによ
って複数の場所にプライマーが付着することを防いだ。鋳型 DNA溶液 1 μlを
PCR反応液 19 μl（taq 0.1 μl、10×PCR Buffer 2 μl、2.5 mM dNTP Mix 1.6 μl、
10 μM Fプライマー 1 μl、10 μM R プライマー 1 μl 、DW 13.3 μl）に加え、
反応を行った。プライマーは表 2に示すプライマーセットを用いた。反応条件
は 95 ℃1分間の後、95 ℃15秒間、プライマーごとに表 2に示す Anealingの
温度で 20秒間、72 ℃を表 2に示す Extentionの時間を 1サイクルとし、これ




シリカゲルによる DNA 精製 
PCR後の PCR産物は以下の方法で精製した。 
PCR産物 20 μl を、あらかじめ Binding Buffer 80 μl、シリカゲル懸濁液 10 μl
が入った 500 μlチューブに加え、ボルテックスにて混合後、1分毎にボルテッ
クスしながら常温で 5分間静置した。1分間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）し、
上清をアスピレーターで除去した。次にWash Buffer 80 μlを加えよく混合し、




後に TE 50 μlを加え、ボルテックスでよく混合後、30秒間遠心分離（12,000 rpm、
20 ℃）して上清を回収した。 
 
アガロースゲルからの DNA 回収および精製 
1.5 mlチューブにスピンカラムを装着し、その中に切り出したアガロースゲ
ル断片（100 mg以下）を入れ、10分間遠心（12,000 rpm、20 ℃）し、ゲル断
片から DNA溶液を絞り出した。さらにスピンカラムに TE 50 μlを加え、1分
間遠心（12,000 rpm、20℃）し、DNA溶液を 1.5 mlチューブに回収した。回
収した DNA溶液に Binding Buffer 400 μlとシリカゲル 10 μl を加えよく混合
した後、1分毎にボルテックスしながら 5分間静置した。そして 1分間遠心分離
（12,000 rpm、20℃）後、上清をアスピレーターで除去し、DNAが吸着したシ
リカゲルの沈殿を回収した。次にWash Buffer 500 μlを加え、よく混合し、30
秒間遠心分離（12,000 rpm、20 ℃）、上清をアスピレーターで除去した。この
操作をもう一度繰り返した後、沈殿が半乾き程度になるよう風乾して残留
Ethanolを除去した。この沈殿に TE 50 μlを加え、よく混合後 30秒間遠心分
離（12,000 rpm、20 ℃）し、上清を回収した。 













産物を精製したものを鋳型とし、鋳型 DNA溶液 0.8 μlを PCR反応液 19.2 μl
（iproof DNA polymerase 0.2 μl、5×iproof HF Buffer 4 μl、dNTP Mix 0.8 μl、
10 μM EcoR1-All4Fプライマー1 μl、10 μM EcoR1-10Rプライマー1 μl 、DW 
12.2 μl）に加え、反応を行った。反応条件は 98 ℃1分間の後、98 ℃5秒間、






上記の PCR産物 45 μlを 500 μlチューブに入れ、そこに 10×H buffer 5 μl、




ベクターDNAに PUC19を用い、インサート DNAに制限酵素処理後の PCR
産物を用いた。反応溶液はベクターとインサートのモル比が 1:3 なおかつ、ベク
ターDNA+インサートDNA+DWが 8.5 μlになるように調節し、そこに T4 DNA 
ligase 0.5 μl、10×Ligation buffer 1 μlを入れ、16 ℃で一晩静置した。 




ラスミド DNA溶液を 5 μl加え 30分氷上で静置した。その後 42 ℃のお湯に 30
秒インキュベートし、再び氷上に 2分静置した。さらに SOC培地 500 μlを加
え、37 ℃で 30分間インキュベートした後、遠心（5,000 rpm以下、5分間）
して 50～100 μlだけ残し上清をアスピレーターを用いて除去した。沈殿と溶液
をピペッティングで混ぜた後、100 mM IPTG 4 μlと 20 mg/ml Xgal 40 μlを加
えた 20 mlの LB寒天培地（1% NaCl、1% hypolypepton、0.5% Yeast extract、








菌した爪楊枝でつつき、PCR反応液 20 μl（taq 0.1 μl、10×PCR Buffer 2 μl、
2.5 mM dNTP Mix 1.6 μl、10 μMのM13 F20プライマー 0.5 μl、10 μMの
M13 Rvプライマー 0.5 μl 、DW 15.3 μl）に加え、PCR増幅を行った。反応
条件は 95 ℃2分間の後、95 ℃15秒間、56 ℃20秒間、72 ℃2分間を 1サイ
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大腸菌からのプラスミド DNA 抽出および精製 
2 mlの LB液体培地（1% NaCl、1% hypolypepton、0.5% Yeast extract、
Ampicillin 50 μg/ml）を入れた試験管に目的のコロニーを移植し、12～16時間
37 ℃で振盪培養した。培養した溶液を 1.5 mlチューブに 1 ml 入れ、遠心分離
（5,000 rpm、5分間）し、上清をアスピレーターで除去後、試験官に残った 1 ml
を同じチューブに入れ同じ作業を行った。沈殿が入ったチューブを氷上におき、
50 mM glucose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris-HCl （pH8） 100 μlを加え再懸濁
した。リゾチーム（0.001 g/ml）を 8 μlと 0.2 N NaOH; 1% SDS 200 μlを加え、
チューブをひっくり返して撹拌後、氷上で 5分間静置した。その後、3 M 酢酸
カリウムを 150 μl 加え、再びインバートし 5分間氷上で静置した。遠心分離
（5,000 rpm、10分間）後、上清を別の 1.5 mlチューブに入れ、3M 酢酸カリ
ウムを 45.8 μlとイソプロエタノール 510 μlをいれ、氷上で 5分間静置した。
遠心分離（1,2000 rpm、15分間）後、上清を捨て、70% エタノールを 1 ml加
え、再び遠心分離（12,000 rpm、10分間）を行った。遠心分離後、上清を捨て、
TEを 30 μl入れ、再懸濁した溶液に Binding Buffer 200 μl、シリカゲル懸濁液
20 μlを加え、ボルテックスにて混合後、1分毎にボルテックスしながら常温で
5分間静置した。1分間遠心分離（12,000 rpm、20℃）し、上清をアスピレー
ターで除去した。次にWash Buffer 200 μlを加えよく混合し、30秒間遠心
（12,000 rpm、20℃）、上清をアスピレーターで除去した。この操作をもう一度
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サブクローニング 
500 μlチューブに上記のプラスミド DNA（250 ng/μl）40 μl、10×H buffer 
10μl、BamHIを 5 μl、PstIを 5 μl、DW40 μl加え、37 ℃で 1時間インキュベ
ートした。その後、シリカゲルによる DNA精製法で精製した。500 μlチュー
ブにMB Nuclease bufferを 100 μl入れ氷上におき用意した。別の 500 μlチュ
ーブに制限酵素処理後の精製 DNA溶液（100 ng/μl）を 90 μlと 10×ExoⅢ 
Buffer 10 μl、ExonucleaseⅢを 1 μl加え、ボルテックスにて攪拌し、37 ℃で
インキュベートした。1分毎に 10 μlずつサンプリングし、MB Nuclease buffer
中に順次加えた。サンプリング後、65 ℃5分間インキュベートし、37 ℃に戻
した。その後、Mung Bean Nucleaseを 2 μl加え、37 ℃で 30分インキュベー
トし、シリカゲルによる DNA精製法で DNAを精製した。500 μlチューブに精









DNAの濃度が 25～50 ng/μlになるように調整した 3rd PCR産物または 150 
ng/μlになるように調整したプラスミド DNA産物を鋳型とし、シークエンス反
応をおこなった。シークエンス反応には BigDye Terminator v3.1 Ready 
Reaction Cycle Sequence Kit（Applied Biosystems）を用いた。反応に用いた
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プライマーは表 3に示す。いずれも 1.6 μMに調製したものを用いた。反応後
labeled dideoxynucleotides の残渣を除去するためエタノール沈殿を行った。シ
ークエンス反応後の産物に 125 mM EDTA 3 μlと、Ethanol 30 μlを加え、よく
混合し、遮光した状態にて 15分間室温で静置した。その後、30分間遠心分離
（12,000 rpm、4 ℃）し、上清を捨てた。そこに 2 ℃の 70% Ethaol 30 μlを
加え、混合し、15分間遠心分離（12,000 rpm、4 ℃）し、上清を捨て、風乾し
た。沈殿を Hi-Diホルムアミド 15 μlで溶解し、95 ℃で 2分間インキュベート
後、氷水中で 5分間急冷した。 
塩基配列決定は ABI3130xl オートシーケンサーを用いて行った。 
複数の個体のシーケンスを行い、ホモ化されたデータを用いた。ホモ化されな




決定された塩基配列の解析にはMEGA version 6.0ソフトウェア（Tamura et 
al. 2013）を用いた。MEGA6に含まれる ClustalW（Higgins D et al. 1994）
を用いて配列アライメントを行い、相同領域を塩基座レベルで決定した。また、




















（TKNNGNAAK）および interferon consensus element（ICRT）結合配列
（GGAAANN）の検索を行った。そのうち NF-κB/Rel結合配列は 9 塩基一致、
それ以外は完全一致の部位をプロモーター結合部位とした（Deng, Xiao-Juan, 


















に挿入が起こった場合の切断点の 2塩基は AAまたは逆鎖の TTとなる。同様に
CCまたは GG、CGまたは GC、AT、AC または GT、AGまたは CT、TA、TC
または GA、TGまたは CAの頻度を計算した。そして、非コード領域内の全て
の 2塩基頻度と比較して切断点の 2塩基頻度が高いか低いか調べた。また、挿












BLAST （blast-2.2.25+）を用いた。Local blastの条件は-task blastn-short 
-evalue 0.1 で行った。 
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Dro2-5の配列は、キイロショウジョウバエ種群 9種の中、D. suzukii、D. 
takahashii、D. euracilis、D. lutescensおよび D. ficusphilaの 5種については
先行研究（落合 2012 修士論文）で決定された配列を用い、D. melanogaster、
D. simulans、D. sechellia、D. yakubaの 4種については、全ゲノムの塩基配
列（Drosophila 12 Genomes Consortium 2007）から抽出して用いた。同じ部
分に複数の TE断片がヒットした場合、配列の長いものを優先し、一つの反復配
列領域としてカウントした。 
一方、ゲノム領域と Dro2-5領域の TE断片数の比較では、D. melanogaster、
D. simulans、D. sechellia、D. yakuba（Drosophila 12 Genomes Consortium 
2007）およびその後全ゲノム配列が決定された D. euracilis、D. takahashii お
よび D. ficusphila（The modENCODE Project, Baylor College of Medicine）












種内における drosomycin 遺伝子群を含む領域の塩基配列 
D. lutescens種内における drosomycin遺伝子群を含む領域の塩基配列を決定
した（付図 1）。その結果、種内で塩基配列の長さに 3つの型が見られた（図 5）。
最も多く（32本中 24本）見られる配列型を標準型とし、標準型と比較して約
800 bp長い配列型を長型、約 750 bp短い配列型を短型とした。標準型は 5578 







塩基配列（標準型 8本、短型 1本、長型 1本）のみ決定に成功した。これらの
配列の間には、塩基配列の長さ以外にも塩基の差異があることが分かった。コ
ード領域に関してはPCRによって増幅できた 10本以上の配列（Dro3-1: 15本、





るため、標準型に対して Dot plotによる比較を行った。その結果、長型は Dro3-1
上流に 810 bpの非コード領域に挿入があることが分かった（図 6-1）。また、短
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Dro3-0と Dro3-3-4領域で挿入・欠失頻度が高かった（図 7）。 
 
発現制御領域の変異 
コアプロモーター領域を調べたところ、Dro3-2 と Dro5 の配列は種内で完全
一致したが、Dro3-1、Dro3-3、Dro4の配列には種内で多様性があることがわか
った（図 9）。また、D. melanogaster における先行研究で Drosomycin 遺伝子
の発現に関与する転写因子結合配列が調べられている（Deng et al. 2009）。そ
こで、D. lutescensでも調べたところ、NF-κB結合配列が 2箇所（Dro3-1-2 、
Dro3-3-4領域）、GATA結合配列は 14箇所（Dro3-1-0：3、Dro3-1-2：3箇所、
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挿入・欠失の切断点と G+C 含量との関係 
挿入・欠失の頻度に及ぼす G+C含量の影響を調べるため、Dro2-5領域の G+C
含量ヒートマップを作成し、挿入・欠失が生じた場所付近の G+C含量と Dro2-5







～9 bpの挿入・欠失の切断点を含む分画の G+C含量の平均は約 32%、10 bp以
上の挿入・欠失の切断点の G+C含量の平均は約 25%であった。それぞれ Dro2-5
非コード領域との間で U検定を行ったところ、1~9 bpの挿入・欠失の切断点で
は有意差が認められなかったが、10 bp以上の挿入・欠失の切断点では有意差が
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認められた（図 12）。このことから、1~9 bpの挿入・欠失は G+C含量とは関係
ないが 10 bp以上の挿入・欠失は G+C含量が低い場合に起こりやすいことが示
唆された。AT対は 2箇所の水素結合で結ばれているが GC対は 3箇所の水素結
合で結ばれており、G+C含量が高い DNAはスタッキング相互作用によって






域が約 36%、Dro3-1-2領域が約 33%、Dro3-2-3領域が約 33%、Dro3-3-4領域
が約 28%、Dro4-5領域が約 30%、Dro5-1領域が約 34%であった。各非コード
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体の約 26%を占めていた。CC/GGと CG/GCは全体の約 5%で最も少なく、そ
の他の AT、AC/GT、AG/CT、TA、TC/GA、TG/CAは全体の約 10%前後であ






15-1、15-2）。特に Dro3-0領域は TC/GA 2塩基間の切断点が多かった。このこ
とは、挿入や欠失が TCまたは GA間に比較的高頻度に起こったことを示す。さ
らに、G+C含量と同様に 1～9 bpと 10 bp以上の挿入・欠失サイズに分け、2
塩基対の頻度を比較したところ、1～9 bpの挿入・欠失にける切断点の 2塩基対
の頻度は全ての切断点における 2塩基対の頻度と同様のTC/GAで頻度が高かっ
たのに対し、10 bp以上の挿入・欠失における切断点の 2塩基対の頻度は AG/CT







D. melanogasterでは5箇所、D. simulansでは6箇所、D. sechelliaとD. yakuba
では 2箇所、D. suzukii では 11箇所、D. takahashii では 14箇所、D. lutescens
では 13箇所、D. eugracillisでは 8箇所、D. ficusphilaでは 1箇所の TE断片
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が見つかった（図 17）。Dro2-5領域の反復配列領域頻度を比較したところ、D. 
lutescensが最も頻度が高く、次に D. takahashii、D. suzukii、D. eugracillis
であった。先行研究において、Dro2-5領域に存在する drosomycin遺伝子は種
によって異なることが判明している（図 2）。Dro3のコピーが確認された種は
D. takahashii で Dro3-1、Dro3-2、Dro3-3、Dro3-4の 4コピー、D. lutescens
で Dro3-1、Dro3-2、Dro3-3の 3コピー、D. eugracillisで Dro3-1、Dro3-2の
2コピーであった。反復配列の頻度は drosomycin遺伝子のコピー数に比例する
傾向が見られた。また、Dro2-5領域における TE断片から、D. takahashii の
Dro3-2と D. lutescensの Dro3-3の下流にある TE断片が一致していた。この
ことから D. takahashii の Dro3-2は D. lutescensの Dro3-3と相同な遺伝子で
あることが予測される （図 17）。 
さらにDro2-5領域がゲノム領域と比較して TE断片が多いのかを調べるため
に Dro2-5領域とゲノム領域の TE断片の比較解析を行った。その結果、D. 











種内における drosomycin 遺伝子群のコピー数変異 
先行研究において、Dro2-5領域での Dro2、Dro3、Dro4、Dro5の有無やコ
ピー数は、キイロショウジョウバエ種群の種によって異なることが判明してお
り（小山 2010修士論文）、特に Dro3の遺伝子重複頻度は drosomycin遺伝子の
中でも高く、一般的な遺伝子の重複頻度に比べて 8倍以上高いことや Dro2、
Dro3、Dro4の消失も起きていることが示唆されていた（落合 修士論文 2012）。
本研究では、D. lutescens種内の Dro2-5領域において、異なる 3種類の配列型
（標準型、長型、短型）が見つかった。標準型および長型においては Dro2-5領
域に Dro3-1、Dro3-2、Dro3-3、Dro4、Dro5が存在するが、短型では Dro3-1







かっている（Yang et al. 2006）。そのうち 3箇所はショウジョウバエ以外の昆
虫や植物でも保存されているため、抗菌ペプチドとしての機能に必須であると






















































これらのことから Dro3-3と Dro5は機能の保存性が高いが Dro3-1、Dro4は
発現パターンの多様性、Dro3-2はコード領域の多様性があり、drosomycin遺










ントロンの G+C含量は 39%である （Hegar et al. 2007）。しかし、D. 
melanogasterの Dro2-5非コード領域における G+C含量はイントロンの G+C





また、切断点と Dro2-5非コード領域の 2塩基配列頻度の比較から、10 bp未
満の比較的短い挿入・欠失は TCまたは GAの間に多く起こることがわかった。
また、10 bp以上の比較的長い挿入・欠失は AGまたは CTの間に多く起こるこ
とがわかった。このことは、挿入・欠失が起こりやすい塩基配列は挿入・欠失











melanogaster、D. takahashii、D. ficusphilaは Dro2-5領域に TE断片が多い
ことがわかった（図 18）。他の種と比較して D. malanogasterの TE断片が多い
のは、検索した TEが D. melanogasterで見つかったものであるため、他の種
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表 1 Drosophila melanogasterの抗菌ペプチド 
抗菌ペプチド 遺伝子数 体液中濃度（µM） 
Drosomycin 7 100 
Drosocin 1 40 
Cecropin 4 20 
Metchnikowin 1 10 
Defensin 1 1 
Diptericin 2 1 
Attacin 4 ？ 
















表 2 PCRに用いたプライマーセットおよび PCR条件 
増幅領域 Primer名 配列 Tm 向き Annealing Extension 
2nd PCR① 
2ndF GATAAGTGAGCCCAACCAAC 60.9 F 
68 ℃ 4.5 min 
lut-7R CGAGGACAACAAACAGGC 61.9 R 
2nd PCR② 
lut-7F CGAGTGCACTCAACCTACTG 61.1 F 
68 ℃ 4.5 min 
2ndR GCCTAGTTCAAACACCTCG 59.9 R 
3rd PCR① 
lut-5F GGTACACAAGTTGAGCAATCC 61 F 
63 ℃ 1.5 min 
lut-10R GGTCAAAACAGCCAGGAAGG 65.7 R 
3rd PCR② 
lut-5.5F CCTTCCGATCGTTCCTATGGCA 70 F 
68 ℃ 1.5 min 
lut-10R GGTCAAAACAGCCAGGAAGG 65.7 R 
3rd PCR③ 
lut-5F GGTACACAAGTTGAGCAATCC 61 F 
64 ℃ 1.5 min 
lut-12R CCTGGCAATCGTGGTGAAATC 68.6 R 
3rd PCR④ 
lut-5.8F GCGTGTGATAACGAGTTTCTGA 64 F 
64 ℃ 1 min 
lut-9R TTCTCTCCACTCCAAGCCAT 63.7 R 
3rd PCR⑤ 
lut-7F CGAGTGCACTCAACCTACTG 61.1 F 
60 ℃ 1 min 
lut-8R CTTAGCAAAACAGGAAACAGTC 59.4 R 
3rd PCR⑥ 
lut-8F GAAACCTACGATACAAATAAGAG 55.4 F 
58 ℃ 1 min 
lut-7R CGAGGACAACAAACAGGC 61.9 R 
3rd PCR⑦ 
lut-10F CCTATCAGCCTTTCATTATTATT 59.8 F 
59 ℃ 1.5 min 
lut-3.5R CAGAACTTACTATGAGCGGC 59.1 R 
3rd PCR⑧ 
lut-4RF CGTGATAGTATGAACCTGTATCACC 62.2 F 
61 ℃ 1 min 




表 3 シーケンス用プライマー 
Templete DNA Primer名 配列 Tm 向き 
2nd PCR① all-4F GTAAATAAACGCCAAACATAATCAG 61.2 F 





lut-5F GGTACACAAGTTGAGCAATCC 61 F 
lut-5.5F CCTTCCGATCGTTCCTATGGCA 70 F 
lut-5.6F GGGAGCTATAGGATATAGTTGACCG 63.6 F 
lut-12R CCTGGCAATCGTGGTGAAATC 68.6 R 
lut-13R CACACGCTTTATCGTTTTTCCTGCC 71.3 R 
lut-10R GGTCAAAACAGCCAGGAAGG 65.7 R 
 
3rd PCR④ 
lut-5.8F GCGTGTGATAACGAGTTTCTGA 64 F 
lut-6F GCTATCGAGACCTAACGCC 61.3 F 
lut-9R TTCTCTCCACTCCAAGCCAT 63.7 R 
3rd PCR⑤ lut-7F CGAGTGCACTCAACCTACTG 61.1 F 
lut-8R CTTAGCAAAACAGGAAACAGTC 59.4 R 
3rd PCR⑥ lut-8F GAAACCTACGATACAAATAAGAG 55.4 F 
lut-7R CGAGGACAACAAACAGGC 61.9 R 
 
3rd PCR⑦ 
lut-10F CCTATCAGCCTTTCATTATTATT 59.8 F 
lut-11F GAAAGAGTGGGGGGATGTC 63.3 F 
lut-3.5R CAGAACTTACTATGAGCGGC 59.1 R 
3rd PCR⑧ lut-4RF CGTGATAGTATGAACCTGTATCACC 62.2 F 
lut-2R GCAGACCACAAATGATAAGAAT 59.5 R 
サブクローニング M13 F20 GTTGTAAAACGACGGCCACT 63.7 F 
M13 Rv GGATAACAATTTCACACAGG 56.8 R 
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表 4 ゲノムイントロンの G+C含量と Dro2-5非コード領域の G+C含量 
種 ゲノム G+C含量 Dro2-5 G+C含量 
D. melanogaster 39.0 % 32.7 % 
D. simulans 39.6 % 34.7 % 
D. yakuba 39.5 % 32.7 % 
D. sechellia 39.6 % 34.9 % 
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図 1 Drosophila melanogasterの drosomycin遺伝子のゲノム上の配置（Yang et al. 2006 より） 
 D. melanogasterでは Drosomycinをコードする 7遺伝子は全て第 3染色体上にある。その中で Dro2、Dro3、Dro4、Dro5の 4遺
伝子は 3 kb以内と比較的近い位置に局在している。そして Dro5の下流約 18 kbの位置には Dro-lと Dro6があり、Dro6のさらに下
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図 2 キイロショウジョウバエ種群に属する 9種における Dro2、Dro3、Dro4、Dro5の構成（落合 修士論文 2012より） 
  drosomycin遺伝子群の構成の模式図。■は drosomycin遺伝子、 は他種にある drosomycin遺伝子が存在しないことを示す。Dro3
（i）: Dro3-1, Dro3（ii）: Dro3-2, Dro3（iii）: Dro3-3, Dro3（iv）: Dro3-4 . 
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図 3 PCR primer の位置および PCR産物 
Dro2-5領域の模式図。矢印でプライマー位置および方向を示す。黒い■はコード領域を示す。①~⑦および線は表 2のプライマーセッ
トおよび PCR産物の長さを示す。 
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図 4 クローニング領域およびサブクローニング産物 
クローニングした領域の模式図。矢印でプライマーの位置および方向を示す。黒い■はコード領域を示す。線はサブクローニングによ
って適切長さになった DNA断片を示す。




図 5 D. lutescens種内における 3種類の配列長の型 
 D. lutescens各系統における Dro3-1上流から Dro4の間の領域の PCR増幅産物をアガロースゲル電気泳動によって調べた結果。1番左の
レーンは分子量マーカー。系統名を上に示す。対立遺伝子型を下に示す（M：標準型、L：長型、S：短型）。 
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図 6-1 Dro2-5領域における標準型（縦軸）と長型（横軸）のドットプロット 
1ドットは 19 bp中 15 bp以上の相同性を示す。標準型の配列には 548-5 （付図 2）、長型
の配列には TMU-5 （付図 10）を用いた。長型の配列中に標準型と同数の drosomycin 遺
伝子があった。     で囲んだ Dro3-1 上流に非コード領域の挿入・欠失部位がある。 
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図 6-2 Dro2-5領域における標準型（縦軸）と短型（横軸）のドットプロット 
1ドットは 19 bp中 15 bp以上の相同性を示す。標準型の配列には 548-5 （付図 2）、短型
の配列には TMU-5 （付図 11）を用いた。標準型と比較して、短型の配列中の drosomycin
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図 8 Dro2-5領域における挿入・欠失のサイズとその観察数 
Dro2-5領域における挿入・欠失は 26箇所あった。26箇所のうち、1~5 bp、6～10 bp、11































































































































図 9 D. lutescensの drosomycin遺伝子のコアプロモーター配列 
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図 10 D. lutescensにおける転写因子結合部位 
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図 11 Dro2-5領域の G+C含量ヒートマップ 
D. lutescens10系統における Dro2-5領域の G+C含量の分布を示す。黒い Boxはコード領域の範囲を示す。緑の棒グラフは 100bpあたり挿
入・欠失の位置とその数を示す。G+C含量は低くなるほど赤い色で示され、高くなるほど青い色で示されている。 




図 12 Dro2-5非コード領域と切断点を含む分画における G+C含量の比較 
非コード領域全体は Dro2-5 領域の非コード領域の G+C 含量の平均を示す。切断点分画は
Dro2-5領域内の挿入・欠失の切断点を含む分画の G+C含量の平均を示す。1~9は挿入・欠
失のサイズが 1~9 bpの切断点を含む分画の G+C含量の平均を示す。10~は挿入・欠失のサ
イズが 10 bp以上の切断点を含む分画の G+C含量の平均を示す。エラーバーは標準誤差を
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図 13 Dro2-5非コード領域全体と各遺伝子間の非コード領域の G+C含量の比較 
縦軸は平均 G+C含量 （%）を示し、横軸は Dro2-5および各遺非コード領域を示す。Dro2-5
非コード領域全体の G+C含量と各遺伝子間領域でU検定を行ったところ、Dro3-1の上流
（P=0.02757）と Dro3-3と Dro4の遺伝子間領域 （P=0.01411）で有意差が認められた。 
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図 16 挿入・欠失サイズによる切断点の組合せの割合 
左縦軸および棒グラフは領域全体の 2 塩基対の割合、折れ線グラフは挿入・欠失サイズ
による切断点両側の塩基の組合せの割合を示す。青い折れ線グラフは 9 bp以下の挿入・欠
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図 17 キイロショウジョウバエ種群に属する 9種の Dro2-5領域における TE断片の分布 
は drosomycin 遺伝子、□あるいは塗りつぶされた■は TE 断片を示す。同じ色の■は相同配列を示す。□はユニークな配列を
示す。
























図 18 Dro2-5領域とゲノム領域の反復配列の頻度 
青い棒グラフは Dro2-5周辺 2 Mb（5’側、3’側それぞれ 1 Mb）のゲノム領域におけ
る 1 kbあたりの TE断片数、赤い棒グラフは Dro2-5領域における 1 kbあたりの TE
断片数を示す。 
sec: D. sechellia、sim: D. simulans、yak: D. yakuba、eug: D. eugracillis、fic: D. 
ficusphila、tak: D. takahashii、mel: D. melanogasterを示す。


































































付図 1 Dro2-5領域におけるアライメント 
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付図12 D. lutescensにおけるDro3-1アミノ酸アライメント 
D. lutescens15系統のDro3-1アミノ酸配列を示す。線はそれぞれのジスルフィド結合を示す。 
 
- 98 - 
 
 
付図13 D. lutescensにおけるDro3-3アミノ酸配列アライメント 
D. lutescens15系統のDro3-3アミノ酸配列を示す。最上行の＊は全系統で保存されているアミノ酸残基を示し、線はそれぞれのジスルフィド結合を表す。 
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付図14 D. lutescensにおけるDro4アミノ酸配列アライメント 
D. lutescens16系統のDro4アミノ酸配列を示す。最上行の＊は全系統で保存されているアミノ酸残基を示し、線はそれぞれのジスルフィド結合を表す。
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付図15 D. lutescensにおけるDro5アミノ酸配列アライメント 
D. lutescens16系統のDro5アミノ酸配列を示す。最上行の＊は全系統で保存されているアミノ酸残基を示し、線はそれぞれのジスルフィド結合を表す。 
 
 
